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The influence of preservalion on the cell count, the influence of the instrument or the microsecpist 
on the cell count and the effects of the methad of cell counting used were studied. Moreover the 
influence of the staining methad has been evaluated and the effect of starage on the cell count of 
the raferenee samples has been monitored. The results indicate that the raferenee samples are 
suitable tor somatic cell counting by Fessomatic instruments. 
Another item that has been studled is the use of image-analyses techniques tor impravement of 
the microscopie methad tor cell counting. Using image analysis cell differentiation, the intensity of 
fluorescence of the nucleus and the ditterences between preserved and nat preserved milk have 
been studied. Automalical cell counting has been pertormed and the ditterences between the 
staining with Ethidium bromide and Methylene Blue have been evaluated. 
Preliminary results concerning cell differentlation indicate that polymorphonuclear leukocytes and 
lymphocytes are the most camman cell types. These cells are easy to recognise. Monocytes are 
nat so clearly stained. Epithelial cells are ditticuit to distinguish because they vary in size and 
morphology. 
For automalical cell counting image analysis may be used. The size of the nucleus may be 
assumed 30 pixels and the mean light intensity per cell 150 as a minimum. This light intensity 
concerns non preserved milk samples. For preserved samples this value is much lower, because 
of the less intense and uniform staining of the nuclei. Automatic cell counting using the methad 
developed is suitable tor non preserved milk. 
The raferenee samples have been tested in practice. For this evaluation extensive statistica! 
analysis has been pertormed using the data trom the regional laboratorles which had used the 
RI KIL T-DLO raferenee samples. The performed calibration procedure tor each instrument 
(adjustment of slope and bias) has been checked. Also the repeatability and reproducability of the 
data measured have been calculated. lt appeared that the raferenee samples are suitable in 
practica. 
Keywords: Fossomatic; cell counting; raferenee samples; image analysis 
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SAMENVATIING 
In dit rapport staat beschreven hoe de gestandaardiseerde referentiemonsters voor de bepaling van 
het celgetal in boerderijmelk met behulp van Fessomatic-apparatuur zijn ontwikkeld. Het betreft 
onderzoek naar de invloed van conservering op het celgetal, onderzoek naar de invloed van het 
apparaat of de microscopist op de waarde van het celgetal, het effect van de bepalingsmethode op 
het celgetal, de invloed van de kleuringsmethode op het celgetal, en het effect van het bewaren van 
de monsters op het celgetaL De op dit moment gebruikte referentiemonsters voldoen aan de gestelde 
eisen. 
Daarnaast zijn voorlopige resultaten van de toepassing van beeldanalysetechnieken voor de 
optimalisatie van de microscopische methode beschreven. Met behulp van beeldanalyse zijn een 
aantal factoren welke van belang zijn bij het celgetal van de melk nader onderzocht. Er is gekeken 
naar de differentiatie van de cellen, naar de intensiteit van de fluorescentie van de celkern en het 
verschil tussen al of niet geconserveerde melk, de cellen zijn automatisch geteld en de verschillen 
tussen de kleuring met methyleenblauw en ethidiumbromide zijn beoordeeld. 
Wat betreft de differentiatie is gebleken dat de belangrijkste celtypen die in de rauwe koemelk 
voorkomen de polymorfkernige leucocyten en de lymfocyten zijn. Deze celtypen zijn goed te tellen. 
Matig aangekleurde cellen zijn de monocyten. Deze komen echter zeer sporadisch voor. 
Problematischer zijn epitheelcellen, welke niet goed gedefinieerd en dus niet goed te onderscheiden 
zijn. 
Voor de automatische telling kan men het beste als waarden aanhouden een kerngrootte van 30 
pixels (diameter van 3,8 .urn) en een gemiddelde lichtsterkte per cel van minimaal150. Dit laatste geldt 
voor de engeconserveerde monsters. Bij de geconserveerde monsters ligt deze waarde een stuk 
lager. De kerngrootte is moeilijker aan te geven omdat de kernen niet goed en uniform aangekleurd 
zijn. Het automatisch tellen met de ontwikkelde methode voldoet goed bij de engeconserveerde 
monsters. 
Ten slotte is een evaluatie van de referentiemonsters in de praktijk beschreven. Voor deze evaluatie 
is een uitgebreide statistische analyse uitgevoerd van de aan het RIKILT-DLO toegestuurde gegevens 
van aan de regionale onderzoeksinstellingen geleverde referentiemonsters. Er is onderzoek verricht 
naar de juistheid van de procedure voor het instellen van de slope en bias. Tevens is gekeken naar 
de herhaalbaarheid en de reproduceerbaarheid van de metingen met de Fossomatic. De 
referentiemonsters bleken in de praktijk goed te voldoen. 
1 INLEIDING 
De bepaling van het celgetal vormt in Nederland een vast onderdeel in het kwaliteitsonderzoek voor 
de boerderijmelk, zoals dat in Nederland door het Centraal Orgaan voor de Melkhygiëne is 
gereglementeerd. Eens per vier weken wordt bij 4 regionale onderzoekinstellingen in het 
kwaliteitsmonster het celgetal bepaald. Indien er een afwijking optreedt van de norm, wordt de 
leverancier van de boerderijmelk gekort op de melkprijs. De normen die hierbij gehanteerd worden 
zijn een uitvloeisel van de EG-richtlijn "warmtebehandelde melk". 
In het verleden werd de analyse van het celgetal op de regionale onderzoeksinstellingen uitgevoerd 
met een Coulter Counter (deeltjesteller). Op een gegeven moment is overgeschakeld op apparatuur 
volgens het Fossomatic principe. Deze overschakeling is niet uniform verlopen: de werkwijze bleek 
met name bij de uitlezing te verschillen. Dit werd veroorzaakt door het feit dat de Fossomatic-
apparatuur in tegenstelling tot de Coulter Counter niet als zelfstandige apparatuur te ijken is. Via de 
instelling van de slope (hellingshoek} en bias (intercept) kunnen de uitlezingen gemiddeld genomen 
in overeenstemming worden gebracht met een andere methode. Het RIKILT-DLO is begonnen met het 
opzetten van een referentiemethode die als basis hiertoe kon dienen. 
Referentiemonsters 
In de IDF standard 148:1991 "Milk: enumeration of somatic cells" is de microscopische methode 
opgenomen als referentiemethode. Het RIKILT-DLO heeft deze methode opgezet op haar eigen 
laboratorium. Aangezien de uitvoering van deze microscopische methode arbeidsintensief is en 
speciale analytische eNaring vereist, is er voor gekozen deze referentiemethode steeds bij het RI KILT-
DLO uit te voeren. Om toch de analyseresultaten verkregen met de Fossomatic-apparatuur in 
overeenstemming te brengen met de ontwikkelde referentiemonsters is een onderzoek gestart om 
referentiemonsters te bereiden, die ten alle tijde beschikbaar zouden kunnen zijn voor de regionale 
onderzoeksinstellingen. Het celgetalniveau dat aan deze monsters is toegekend met de 
referentiemethode is uitgangspunt voor calibratie van de Fossomatic-apparatuur op de regionale 
onderzoeksinstellingen. 
Een belangrijk kwaliteitscriterium voor de referentiemonsters is de houdbaarheid. Onderzoek toonde 
aan dat de ouderdom van de melk een belangrijke factor is, die de houdbaarheid van 
referentiemonsters bepaalt: verse melk van individuele koeien gaf betere resultaten dan tankmelk van 
24-36 uur oud. Indien dergelijke melk 30 minuten bij 63 ·c werd verhit en werd geconseNeerd met 
0,1 % kaliumdichromaat werd een voldoende houdbaarheid van minimaal twee maanden verkregen. 
Het nieuwe voorschrift voor de celgetalbepaling 
Bovenstaande onderzoekingen hebben ertoe geleid dat er een nieuw analysevoorschrift is opgesteld 
voor de bepaling van het celgetaL Dit voorschrift: "Bepaling van het celgetal in boerderijmelk met een 
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fluoro-opto-electronische methode met behulp van een Fossomatic" is 27 oktober 1991 voor de 
melkcontrolestations van kracht geworden. In dit voorschrift is de exacte werkwijze voor de calibratie 
van de Fossomatic voorgeschreven waarbij de door het RIKILT-DLO ontwikkelde referentiemonsters 
worden gebruikt. 
In dit onderzoek is beschreven hoe de gestandaardiseerde referentiemonsters voor de bepaling van 
het celgetal in boerderijmelk met behulp van Fossomatic-apparatuur zijn ontwikkeld (hoofdstuk 2} . In 
hoofdstuk 3 zijn voorlopige resultaten van de toepassing van beeldanalysetechnieken voor de 
optimalisatie van de microscopische methode beschreven. 
De evaluatie van de referentiemonsters in de praktijk is beschreven in hoofdstuk 4. Dit betreft een 
gedeelte uit een engeistalig artikel in het Netherlands Milk & Dairy Journal (1). Voor deze evaluatie is 
een uitgebreide statistische analyse uitgevoerd van de aan het RIKILT-DLO toegestuurde gegevens 
van aan de regionale onderzoeksinstellingen geleverde referentiemonsters. Er is onderzoek verricht 
naar de juistheid van de procedure voor het instellen van de slope en bias. Daarnaast is gekeken naar 
de herhaalbaarheid en de reproduceerbaarheid van de metingen met de Fossomatic. 
Als bijlage zijn twee voorschriften opgenomen voor de microscopische bepaling van het celgetal en 
een voorschrift voor de bereiding van referentiemonsters voor de calibratie van de Fossomatic. 
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2 OPTIMALISATIE VAN DE MICROSCOPISCHE METHODE VOOR DE BEPALING VAN HET 
CELGETAL EN VERGELIJKING MET DE FLUORO-OPTO-ELECTRONISCHE METHODE 
(FOSSOMATIC) 
2.1 Inleiding 
In de boerderijmelk wordt het celgetal bepaald als kwaliteitsparameter voor de melk. Deze bepaling 
wordt uitgevoerd met behulp van de Fossomatic. Dit is een apparaat wat op grond van fluorescentie 
van DNA een waarde geeft voor het aantal leucocyten in de melk. De referentiemethode is de 
microscopische bepaling van het celgetal {IDF, 4a). 
Voor de calibratie van de Fessomatic zijn referentiemonsters nodig omdat er geen interne controle 
mogelijk is. Deze referentiemonsters worden gemaakt door het RIKILT-DLO van geconserveerde 
tankmelkmonsters en geconserveerde monsters individuele koemelk. Deze referentiemonsters worden 
periodiek rondgestuurd naar de melkcontrolestations. 
Deze referentiemonsters dienen aan een aantal randvoorwaarden te voldoen zoals weergegeven in 
tabel1. 
Tabel 1 Randvoorwaarden voor referentiemonsters voor de Fessomatic 
1. Ze moeten gedurende een bepaalde periode stabiel zijn wat betreft het te meten 
celgetaL 
2. Er mag geen significant verschil zijn tussen geconserveerde en engeconserveerde melk. 
3. Er mag geen significant verschil bestaan tussen de microscopische bepaling en die met 
de Fossomatic. 
4. De spreiding in de resultaten van de microscopische methode dient aanvaardbaar te 
zijn. Het verschil in celgetal bepaald door verschillende microscopisten mag maximaal 
5% bedragen. 
Om na te gaan of de gebruikte referentiemonsters aan deze randvoorwaarden voldoen zijn een aantal 
experimenten uitgevoerd welke in de volgende hoofdstukken staan beschreven. 
Hoofdstuk 2.2 beschrijft een experiment waar de invloed van conservering op het celgetal wordt 
vastgesteld, hoofdstuk 2.3 bespreekt de invloed van het apparaat of de microscopist op de waarde 
van het celgetal, hoofdstuk 2.4 behandelt het effect van de bepalingsmethode op het celgetal, 
hoofdstuk 2.5 gaat over de invloed van de kleuringsmethode op het celgetal, en hoofdstuk 2.6 ten 
slotte behandelt het effect van het bewaren van de monsters op het celgetaL 
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2.2 De invloed van melkconservering op het celgetal, gemeten met de Fessomatic en de microscoop 
2.2.1 Inleiding 
Om melkmonsters langer houdbaar te maken kunnen ze worden geconserveerd. Dit is van belang om 
referentiemonsters te maken voor de Fossomatic. Deze kunnen dan gedurende langere tijd worden 
gebruikt. In het hieronder weergegeven experiment is gekeken of conservering van invloed is op het 
celgetal, zowel bij microscopische telling als bij telling met behulp van de Fossomatic. 
Normaal wordt het celgetal microscopisch bepaald in ongeconserveerde melk, terwijl de referentie-
monsters voor de Fossomatic bestaan uit geconserveerde melkmonsters. In de praktijk meet men 
ongeconserveerde monsters. 
2.2.2 Materiaal en methoden 
Voor dit onderzoek zijn monsters tankmelk en individuele koemelk gebruikt afkomstig van het 
proefbedrijf de Ossenkampen te Wageningen. Om de melk te conserveren wordt de rauwe tankmelk 
of individuele koemelk gedurende 30 minuten tot 63 ·c verwarmd in een waterbad en hierna wordt 
o, 1 % kaliumdichromaat toegevoegd {1}. 
De microscopische celgetalbepaling is uitgevoerd volgens RIKILT-DLO voorschrift {1}. De celgetal-
bepaling met de Fossomatic volgens COM voorschrift {2} . De data zijn verwerkt met Genstat {3}. 
2.2.3 Resultaten 
Tabel 2. De Invloed van consaNering op het celgetal bepaald met de Fossomatlc en met de microscoop. 
monster Celgetal bepaald met de Fossomatic* Celgetal bepaald met de microscoop** 
ongecons. gecons. gemidd. ongecons. 
1 1034 1037 1036 1054 
2 719 707 713 689 
3 357 359 358 384 
4 399 397 398 429 
5 167 164 165 173 
6 150 147 148 158 
* n= 4 en het aantal metingen is 144, d.w.z. in triplo onderzocht 
** n= 2 en het aantal metingen is 48, d.w.z. in duplo onderzocht 
gecons. gemldd. 
1056 1055 
716 702 
353 368 
406 41 7 
166 169 
162 160 
5 
Statistiek 
Uit de statistische verwerking (Genstat) van alle data (ruwe data hier niet weergegeven) kwamen de 
volgende p-waarden voor de conservering: p-waarde van de Fessomatic = 0,29, de p-waarde van de 
microscoop = 0,56. Als de p-waarde groter is dan 0,05 dan is er geen invloed van de parameter 
(conservering). De gevonden p-waarden liggen hier ruim boven de 0,05. 
2.2.4 Conclusie 
In dit experiment kon geen invloed van conservering van de melkmonsters op het celgetal worden 
aangetoond. Er is geen effect van conservering op het celgetal gemeten met de Fessomatic of 
gemeten met de microscoop en uit de statistische gegevens blijkt er ook geen interactie tussen de 
apparatuur en conservering te zijn. 
2.3 De invloed van het apparaat (Fossomatic) en de microsecpist op de waarde van het celgetal in 
de melk 
2.3.1 Inleiding 
Om de invloed van verschillende apparaten en verschillende mierescapisten op de waarde van het 
celgetal in de melk te bepalen zijn in dezelfde serie monsters als vermeld in tabel 2 de celgetal 
waarden bepaald met 4 verschillende Fessomatic-apparaten en twee mierescapisten vergeleken. 
De variaties bij de microscopische bepaling zijn niet alleen terug te voeren op de analist, maar ook 
op de wijze waarop de preparaten gemaakt worden. Daarom zijn meerdere preparaten per analist 
gemaakt en beoordeeld. De Fessomatic-apparaten kunnen onderling verschillen wat betreft de 
afstelling van de helling en het beginpunt. Daarnaast is het onderhoud van groot belang. 
2.3.2 Materiaal en methoden 
Dezelfde zes monsters engeconserveerde en geconserveerde melk welke in tabel 2 beschreven zijn, 
zijn verdeeld in 6 submonsters. Hiervan is volgens voorschrift (1, 2) het celgetal bepaald met 4 
verschillende Fessomatic-apparaten en microscopisch door twee verschillende beoordelaars. De 
bepalingen met de Fessomatic-apparaten zijn uitgevoerd op één laboratorium (Melkcontrole station 
Zutphen). Alle bepalingen zijn per apparaat in triplo uitgevoerd. De microscopische beoordeling is 
uitgevoerd op het RIKILT-DLO te Wageningen. Alle bepalingen zijn per analist in duplo uitgevoerd. 
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2.3.3 Resultaten 
Tabel 3. De gemiddelde waarden van het celgetal (van engeconserveerde en geconserveerde 
melkmonsters) bepaald met verschillende Fessomatic-apparaten en microscopisten. 
I Fossomatic-apparaat* 11 Microscopist** I 
ongec. ge con. gemidd. ongec. gecon. gemidd. 
Foss 1 465 465 465 microsecpist 1 465 467 466 
Foss 2 478 474 476 microsecpist 2 497 486 491 
Foss 3 466 466 466 
Foss 4 475 468 471 
* = Fessomatic-apparaat ( celgetalwaarde x 1000 per mi) 
** = microsecpist bij de microscopische celtelling ( celgetalwaarde x 1000 per mi) 
Statistiek 
Na statistische verwerking (Genstat) van alle gegevens komen de volgende p-waardes voor de invloed 
van apparatuur c. q. beoordelaar: p-waarde apparaat (Fossomatic) = 0,004, p-waarde microsecpist 
= 0,004. 
De gevonden variantiecoëfficient bedraagt 3,7 % voor de microsecpisten en 1,1 % voor de 
Fossomatic-apparaten. 
2.3.4 Conclusie 
Uit de tabel en de statistische verwerking van alle data (ruwe data hier niet weergegeven) kan 
geconcludeerd worden dat er invloed is van het apparaat c.q. de microsecpist op het celgetaL Er zijn 
geen interactie-effecten. 
2.4 De invloed van de bepalingsmethode (de microscoop of de Fossomatic) op het celgetal bepaald 
in engeconserveerde en geconserveerde melk 
2.4.1 Inleiding 
De referentiemethode voor de Fessomatic is de microscopische celgetalbepaling. Om de eventuele 
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invloed van de bepalingsmethode op het celgetal van de melk vast te stellen is het celgetal bepaald 
in engeconserveerde en geconserveerde melkmonsters met behulp van verschillende Fessomatic-
apparaten en microscopisch bepaald door twee beoordelaars. 
2.4.2 Materiaal en methoden 
Ook voor dit onderzoek is gebruik gemaakt van dezelfde zes monsters als in de voorgaande 
hoofdstukken. Het celgetal is volgens voorschrift bepaald (1) in on geconserveerde en geconserveerde 
melkmonsters met behulp van verschillende Fessomatic-apparaten en microscopisch bepaald door 
twee beoordelaars. 
2.4.3 Resultaten 
Tabel 4. Gemiddelde waarden van het celgetal in engeconserveerde en geconserveerde melk. 
I Celgetalwaarde x 1 000 
I microscoop* 
ongeconserveerd 481 
geconserveerd 476 
* microscoop n = 2, alles in duplo 
**Fossomatic n = 4, alles in triplo 
Statistiek 
I Fossomatic** 
471 
468 
I 
I 
Na statistische (Genstat) verwerking van alle data (ruwe data hier niet vermeld) werden de volgende 
p-waardes gevonden voor de bepalingsmethode: microscoop t.o.v. Fessomatic p = 0,12 
2.4.4 Conclusie 
Uit bovenstaande tabel en de statistische verwerking van alle data kan geconcludeerd worden dat er 
geen verschil is tussen de waarde van het celgetal in de melk bepaald met de microscoop en de 
waarde van het celgetal bepaald met de Fossomatic. 
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2.5 De invloed van de kleuringsmethode (ethidiumbromide t.o.v. methyleenblauwkleuring, standaard 
IDF) op de celgetalwaarde van engeconserveerde melkmonsters 
2.5.1 Inleiding 
De standaardkleuringsmethode voor de celgetalbepaling in de melk is de kleuring met methyleen-
blauw (4a), terwijl de standaardkleuring voor de celgetalbepaling met de Fessomatic de kleuring met 
ethidiumbromide is (4b). Om de invloed van de gebruikte kleuringsmethode op de waarde van het 
celgetal vast te stellen is een experiment uitgevoerd waarbij monsters zowel met methyleenblauw als 
met ethidiumbromide zijn gekleurd. 
2.5.2 Materiaal en methoden 
Er is onderzoek gedaan bij 6 engeconserveerde melkmonsters, gekleurd met ethidiumbromide (1) en 
met methyleenblauw (4a). Alle monsters zijn in duplo onderzocht. Ook hier betrof het dezelfde 
monsters als in tabel 2. 
2.5.3 Resultaten 
Tabel 5 De gemiddelde celgetalwaarden (microscopisch bepaald) x 1000 per mi melk in monsters 
gekleurd met ethidiumbromide en monsters gekleurd met methyleenblauw. 
Monster ethidiumbromide methyleenblauw 
1 1054 1146 
2 689 1075 
3 384 646 
4 (zieke koe) 429 1100 
5 173 396 
6 158 248 
gemiddeld 481 769 
Statistiek 
Na statistische (Genstat) verwerking van alle gegevens (ruwe data hier niet weergegeven) werd een 
p-waarde van 0,002 gevonden voor de kleuringsmethode. 
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2.5.4 Conclusie 
Uit de tabel en de statistische verwerking van alle data kan geconcludeerd worden dat er een 
significante invloed is van de kleuringsmethode op de waarde van het celgetal in de melk. 
methyleenblauwkleuring geeft een significant hoger celgetal dan de kleuring met ethidiumbromide. 
2.6 De invloed van het bewaren van de melk op het celgetal bepaald met de microscopische methode 
2.6. 1 Inleiding 
Het doel van conserveren is het houdbaar maken van de melk ten behoeve van het maken van 
referentiemonsters voor de Fossomatic. Om te kijken of het celgetal in de loop van de tijd toch niet 
verandert, is in een periode van 1 0 weken in een aantal series monsters het celgetal bepaald. 
2.6.2 Materiaal en methoden 
In 6 series van 2 geconserveerde monsters zijn 1 o weken lang de celgetallen bepaald volgens 
voorschrift (zie 1 ) . De series waren RIKILT-DLO 93.05, 94.01, 94.02, 94.03, 94.04 en 94.05. Hiervan zijn 
de hoge en de lage monsters onderzocht. De monsters zijn ook verzonden naar de 
melkcontrolestations voor Fossomatic-referentiewaarde. 
2.6.3 Resultaten 
Zie Tabel6. 
Statistlek 
Na statistische (Genstat) verwerking van de gegevens werd een p-waarde van 0,21 voor de bewaartijd 
gevonden. 
2.6.4. Conclusie 
Uit de tabel en de statistische verwerking van alle data kan geconcludeerd worden dat er geen 
verschil is in het celgetal van de melkmonsters aan het begin en aan het einde van de 1 0-weekse 
periode. Dit houdt in dat bewaren van de melk gedurende 1 0 weken geen invloed heeft op de waarde 
van het celgetaL 
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Tabel 6. Gemiddelde microscopische celgetalwaarde (x 1000 per mi) per serie in een periode van 10 
weken. 
Serie 9305 week 
weeknr. 47/1993 0 3 6 9 10 
monster hoog 960 923 952 943 954 
monster laag 252 255 251 257 260 
Serie 9401 week 
weeknr. 05/1994 0 3 6 9 10 
monster hoog 692 699 685 684 691 
monster laag 156 152 154 150 151 
Serie 9402 week 
weeknr. 13/1994 0 3 6 9 10 
monster hoog 884 895 879 885 887 
monster laag 200 196 204 201 198 
Serie 9403 week 
weeknr. 24/1994 0 3 6 9 10 
monster hoog 900 902 885 892 881 
monster laag 168 165 161 164 163 
Serie 9404 week 
weeknr. 34/1994 0 3 6 9 10 
monster hoog 928 931 920 932 908 
monster laag 192 188 194 191 192 
Serie 9405 week 
weeknr. 46/1994 0 3 6 9 10 
monster hoog 920 905 914 903 9 17 
monster laag 156 150 151 149 153 
2. 7 Discussie 
Goede referentiemonsters voor het celgetal gemeten met de Fossomatic dienen aan een aantal 
randvoorwaarden te voldoen. In bovenstaande experimenten zijn parameters als conservering, invloed 
van de Fossomatic-apparatuur c.q. de microscopische methode, de bepalingsmethode, de kleurings-
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methode en de bewaartijd op het celgetal in de melk onderzocht. 
Uit eerder onderzoek {1), waarbij verschillende conserveringsmethoden werden vergeleken bleek 
verhitting gecombineerd met toevoeging van kaliumdichromaat de beste resultaten te geven. Deze 
methode is vergeleken met kaliumdichromaat zonder verhitting en toevoeging van branopal zonder 
verhitting {1). Bij conservering van de melk, mits uitgevoerd volgens de beschreven methode {1), kon 
geen invloed worden aangetoond op het celgetal van de melk zowel bij microscopische telling als bij 
bepaling met de Fossomatic. 
Uit het tweede experiment, waarin werd gekeken naar de invloed van de Fossomatic-apparatuur of 
de microscopist, bleek een (geringe) invloed van het apparaat of de microscopist op het celgetaL Dit 
is te verklaren door geringe verschillen in de gebruikte apparaten en verschillende beoordeling van 
microscopisten bij twijfelgevallen. Daarnaast spelen verschillen in kwaliteit van de gemaakte 
preparaten een rol. Gezien de mate ( < 5 %) van verschillen die waarneembaar waren, is de invloed 
op het uiteindelijke celgetal gering. Deze invloed blijft altijd aanwezig. 
Uit het onderzoek naar de invloed van de bepalingsmethode bleek er geen verschil te bestaan tussen 
de microscopische bepaling en de bepaling met de Fossomatic. Dit is een opmerkelijk resultaat omdat 
men geneigd is automatische telling als betrouwbaarder in te schatten dan de handmatige en 
persoonsgebonden methode met de microscoop. 
De kleuringsmethode bleek wel degelijk van invloed op de waarde van het celgetal in de melk. 
Preparaten gekleurd met methyleenblauw hadden een significant hoger celgetal dan preparaten 
gekleurd met ethidiumbromide. De Fossomatic wordt geijkt aan de hand van het microscopisch 
bepaalde celgetal in de melk welke gekleurd is met ethidiumbromide evenals de preparaten voor de 
Fossomatic. De IDF schrijft echter kleuring met methyleenblauw voor microscopische preparaten. 
Deze kleuringsmethode blijkt echter niet geschikt om de Fossomatic te ijken. 
Het bewaren van de melk bleek, bij de hier beschreven conserveringsmethode, tot 1 0 weken geen 
invloed te hebben op het microscopisch bepaalde celgetal in de melk. Dit is van groot belang voor 
goede referentiemonsters. 
2.8 Conclusies en aanbevelingen 
Uit bovenstaande onderzoeksresultaten kan geconcludeerd worden dat de op dit moment gebruikte 
referentiemonsters voor het meten van het celgetal met de Fossomatic aan de gestelde eisen voldoen. 
Geringe invloeden van het apparaat en de microscopist zijn niet van groot belang en bovendien 
moeilijk uit te sluiten. 
Uit dit onderzoek blijkt: 
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conservering heeft geen invloed op het celgetal 
de kleuringsmethode IDF (methyleenblauw) geeft grote verschillen met ethidiumbromidekleuring 
de RIKILT-kleuringsmethode komt overeen met de Fossomatic kleuringsmethode 
(beide ethidiumbromide) 
de spreiding van de celgetalwaarden bepaald met de microscoop komt overeen met de 
spreiding van de celgetalwaarden bepaald met de Fossomatic 
Nader onderzoek is nodig naar optimalisering van de te gebruiken kleuringsmethode van de cellen. 
Ook is het belangrijk te weten wat voor cellen voorkomen in de melk en welke objecten als cel worden 
herkend door de Fossomatic en welke niet. 
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3 OPTIMALISATIE VAN DE MICROSCOPISCHE TELLING VAN CELLEN IN DE MELK M.B.V. 
BEELDANAL YSE. 
3.1 Inleiding 
Tot op heden wordt de referentiewaarde van het melkcelgetal door het RI KIL T-DLO handmatig bepaald 
met een fluorescentie microscoop. Door toepassing van beeldanalyse is wellicht een verdere 
standaardisatie van de handmatige telling mogelijk. Bovendien wordt meer informatie verkregen 
omtrent de resultaten van de microscopische methode, omdat naast gegevens over het aantal cellen, 
ook de frequentieverdeling van de grootte van de gekleurde celkernen en degeneratie van de kernen 
zichtbaar wordt. Bijkomend voordeel is dat de verkregen beelden kunnen worden bewerkt en 
opgeslagen. Toepassing van deze techniek zou tot een grotere betrouwbaarheid van de 
microscopische methode kunnen leiden. Daarnaast is het wellicht ook mogelijk om geconserveerde 
melkmonsters te tellen. 
Om een en ander te onderzoeken zijn met behulp van beeldanalyseapparatuur opnamen gemaakt van 
dezelfde preparaten als waarmee microscopisch het celgetal is bepaald (zie hoofdstuk 2). 
De belangrijkste factoren welke bij de beeldanalyse van de referentiemonsters zijn onderzocht zijn: 
De differentiatie van de somatische cellen in rauwe koemelk. 
Dit geeft inzicht in de verdeling van de verschillende typen cellen in de melk. 
De mate van fluorescentie van de verschillende celkernen. In welke fysische toestand bevinden 
de cellen zich. Is de celwand intact, beschadigd of misschien gedegenereerd. 
Het effect van conservering op de aankleuring van de celkernen. Is er verschil in de aankleuring 
voor en na conservering. Hoe is de verdeling van het aangestraalde kernmateriaal in de 
verschillende celtypen en is de intensiteit van het DNA in de kern gelijk. 
De waarde van het celgetal bij automatische telling en bij visuele beoordeling. Hoe verhoudt de 
automatische telling zich tot de visuele beoordeling. 
Het effect van de gebruikte kleuringsmethode op de telling van de cellen. Is de aankleuring van 
de cellen goed of is deze bij de methyleenblauwkleuring beter dan bij ethidiumbromide. 
3.2 Differentiatie 
3.2.1 Inleiding 
De somatische cellen in de melk zijn deels afkomstig uit het bloed en deels afkomstig uit het uier. 
Door fysiologische massage komen epitheelcellen uit het tepelkanaal in de melk. Daarnaast komen 
leucocyten voor, welke afkomstig zijn uit het bloed. Deze infiltreren de uier in reactie op weefselbe-
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schadiging door welke oorzaak dan ook. Een klein aantal leucocyten komt echter fysiologisch in de 
melk voor. Bij ontsteking van de uier, mastitis, neemt het aantal cellen in de melk toe. Afhankelijk van 
de aard van de mastitis kan de verhouding tussen de verschillende cellen in de melk variëren. 
In analogie met de differentiatie van het witte bloedbeeld zijn een aantal melkmonsters gekleurd en 
is de verhouding bepaald tussen de meest voorkomende celtypen. 
3.2.2 Materiaal en methoden 
Voor dit onderzoek is engeconserveerde melk gebruikt, omdat de gebruikte kleuring met 
geconserveerde melk niet mogelijk bleek. 
Er is gebruik gemaakt van monsters rauwe melk van drie verschillende klinisch gezonde koeien (nrs. 
116, 232 en 648) met een celgetal van respectievelijk 1 037, 359 en 397. 
Om de cellen uit het melkvet te ontsluiten is de melk 15 minuten verwarmd bij 70°C. Na afkoeling tot 
kamertemperatuur is 30 minuten gecentrifugeerd bij 3000 rpm. De melk is vervolgens afgegoten. Van 
het sediment is een preparaat van 1 cellaag dik gemaakt. 
Na droging aan de lucht is de Giemsa-kleuring uitgevoerd (1). Per preparaat zijn 100 cellen 
gedifferentieerd. 
De cellen zijn gedifferentieerd volgens onderstaand schema (2). 
polymorfkernlge leucocyten 
Deze cellen zijn te verdelen in neutrofiele, eosinofiele, en basetiele granulocyten. Deze zijn gemakkelijk 
te herkennen door hun meerlobbige kern. Ze hebben een zeer goed aangestraalde kern. De cellen 
zijn tevens vrij groot. De eosinofiele granula's zijn zeer specifiek door de grove korrels in het 
cytoplasma. 
lymfocyten 
Deze cellen hebben een compacte kern die zeer uniform en goed is aangekleurd. 
Deze cellen zijn in het preparaat derhalve zeer gemakkelijk te herkennen. De totale cel is veel kleiner 
dan de polymorfkernige. 
epitheelcellen 
Epitheelcellen zijn wisselend van grootte en kunnen onderscheiden worden in al of niet gevacuoli-
seerde cellen. Er worden in de preparaten kluiten met een grove ruwe structuur gevonden. Dit zou 
epitheelweefsel kunnen zijn. Het kernmateriaal is niet gelijkmatig aangekleurd en niet uniform intens. 
Een losse epitheelcel zou ook kunnen contraheren waardoor wel een ronde/ovale contour ontstaat. 
monocyten 
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Dit zijn grote cellen met een compacte niervormige kern. De kern is bleek. 
3.2.3 Resultaten 
De resultaten van de differentiatie van de cellen in de melk van 3 verschillende melk monsters, van drie 
verschillende koeien is weergegeven in tabel 1. Foto's A, B en C geven een indruk van de 
verschillende cellen. 
Tabel 1. De differentiatie van de somatische cellen in de melk 
Monster(koe) Lymfocyt Neutrafiele Monocyt Eosinofiele Epitheel 
granulocyt granulocyt 
1 37 54 5 2 2 
2 25 59 0 0 16 
3 41 53 0 0 6 
Bovenstaande monsters zijn van 1 serie maar van verschillende koeien. 
3.2.4 Discussie 
In dit onderzoek is gekeken naar de verschillende celtypen welke voorkomen in melk van normale 
koeien. De neutrafiele granulocyten en de lymfocyten zijn makkelijk te herkennen en goed te 
onderscheiden. Deze cellen beslaan het grootste deel van de cellen in de melk. 
Monocyten zijn lastige cellen omdat de aankleuring van het kernmateriaal maar zeer matig is. Het is 
de vraag of de Fossomatic deze cellen wel telt. Epitheelcellen zijn het moeilijkst te herkennen omdat 
deze geen vast omschreven vorm hebben. Per koe kan het aantal cellen dat gerekend wordt tot de 
categorie epitheel sterk variëren. In dit onderzoek zijn alle cellen welke niet tot een van de andere 
categorieën gerekend konden worden epitheelcellen genoemd. Het zou kunnen dat b.v. 
gedegenereerde andere cellen ook voor epitheelcellen zijn aangezien. 
De hier weergegeven getallen geven hierdoor slechts een indicatie voor de verdeling van cellen in de 
melk. Het is aannemelijk dat de uitstoot van epitheelweefsel behoudens bij de dieren met een klinische 
ontsteking een vaste hoeveelheid cellen in de melk is. Dit houdt in dat bij dieren met een laag celgetal 
de absolute hoeveelheid epitheelcellen per 1 00 getelde cellen hoger is dan bij dieren met een hoog 
celgetaL Voor een beter interpretatie van de gegevens is het van belang eenzelfde soort differentiatie 
uit te voeren bij meerdere koeien met verschillende celgetallen. Daarnaast is het interessant om 
klinisch gezonde koeien te vergelijken met zieke koeien met eenzelfde celgetaL 
16 
3.2.5 Conclusie 
Uit dit onderzoek blijkt dat de meest voorkomende cellen in de melk de polymorfkernige leucocyten 
en de lymfocyten zijn. Epitheelcellen zijn een moeilijke categorie omdat de vorm van deze cellen niet 
goed omschreven is. Verder onderzoek naar epitheelcellen in de melk bij koeien met verschillende 
celgetallen en de verandering in de morfologie van alle celtypen bij ouder worden van de melk is 
wenselijk. 
3.3 Meting van de intensiteit van de fluorescentie van de celkernen 
3.3.1 Inleiding 
Bij de microscopische celtelling is de mate van fluorescentie van de celkern de cruciale factor bij de 
beoordeling of een cel wel of niet als somatische cel wordt gerekend. Bij visuele beoordeling is bij te 
grote afwijkingen tussen twee analisten gebleken dat de beoordeling van de lichtsterkte erg subjectief 
is. Bovendien blijkt dat, als de cellen in een preparaat uniform minder gekleurd zijn, de visuele 
beoordelingsnorm door de beoordelaar bijgesteld wordt. Lichtzwakkere cellen worden dan eerder als 
cellen aangemerkt. Dit verschijnsel doet zich andersom ook voor aan de rand van een preparaat waar 
de achtergrond lichter is. Lichtsterke cellen worden dan eerder als zijnde geen cel beoordeeld. 
Met behulp van beeldanalyse is het mogelijk de mate van fluorescentie te kwantificeren en zo een 
vaste onderscheidende maat te hanteren voor het onderscheid tussen een cel en geen cel. Er is een 
methode ontwikkeld om een getal te kunnen geven voor de sterkte van fluorescentie. Op deze manier 
zou een betrouwbaarder onderscheid tussen wel of geen cel te maken zijn. 
3.3.2 Materiaal en methoden 
Er is uitgegaan van rauwe melk afkomstig van een gezonde koe (dier 116, met een celgetal van 1 037). 
De melk is volgens voorschrift gekleurd met ethidiumbromide en onderzocht met een fluorescen-
tiemicroscoop. 
Met behulp van beeldanalyse is het mogelijk een bepaald beeld vast te leggen en te bewerken. Het 
analoge signaal wordt m.b.v. een framegrabber omgezet in een binair beeld. Een binair beeld is 
opgebouwd uit pixels. In dit experiment is het binaire beeld opgebouwd uit 512 bij 512 pixels. Het 
verkregen binaire computerbeeld dient dan als uitgangsmateriaal voor de verdere bewerking. In 
principe is het simpel om na drempeling het binaire beeld te gebruiken als masker voor de meting van 
de pixelwaarde in het grijswaardebeeld (3). Het probleem is dat bij fluorescentiebeelden geen scherpe 
grens tussen de objecten en de achtergrond te zien is. Vooral sterk fluorescerende cellen hebben een 
soort overstralend effect. Gekozen is voor camerasettings waarbij de meest lichtsterke cellen niet 
"overstralen". De kern van de cellen is niet altijd uniform intens gekleurd. Daardoor zijn vaak enkele 
pixels zeer lichtsterk. Als men boven een bepaalde waarde drampelt blijven deze pixels over als losse 
fragmenten. Na middelen, hetgeen op een specifieke manier gebeurt met Kuwahari-filtering, heeft men 
hier geen last meer van. De overgang tussen de celkernwand en de omgeving wordt dan scherper 
zichtbaar. Om de gemiddelde pixelwaarde van de hele celkern te kunnen meten moet het binaire 
masker een gesloten masker zijn. Omdat bij polymorfkernige leucocyten de verschillende kernlobben 
los komen te liggen na drempeling is gekozen voor de Kuwahari-filtertechniek {4, 5, 6). 
De volgende stappen zijn gebruikt: 
1. Opname met de camera 
2. Kuwahari-filtering 
3. Drampaling van dit Kuwahari-grijswaardebeeld 
4. Meting van de gemiddelde pixelwaarde in het Kuwahari-grijswaardenbeeld 
Uit oriënterende tellingen bij ongeconserveerde monsters zijn de volgende waarden als beste naar 
voren gekomen: Camera settings: gain step 14 db, shutter step fl, gamma off, wht bal r gain +00 b 
gain + 00, h phase + 00. Deze instelling is toegepast bij de metingen in dit experiment. 
Na de hierbovenstaande beeldanalytische bewerking van de microscopische beelden is in eerste 
instantie een grijswaardebeeld verkregen. Het grijswaardebeeld na Kuwahari-filtering ziet er visueel 
goed gelijkend uit t.o.v. het originele grijswaardebeeld. De randen van de cellen zijn scherp, het 
Kuwahari-grijswaardebeeld is gesloten en men kan de gemiddelde pixelwaarde meten zodat men een 
getal krijgt waar men op kan selecteren. Het Kuwahari-grijswaardebeeld wordt gedrempeld met een 
waarde van 150. Als minimale hoeveelheid aangestraald kernmateriaal is 30 pixels aangehouden. De 
diameter van een celkern is dan -..[30 x 0, 7 = 3,8 pm. Dit is een plausibele waarde aangezien uit een 
zogenaamde grootteverdeling van een melkmonster m.b.v. de Coulter Counter bekend is dat de 
somatische cellen een doorsnede hebben van ca 5 pm. 
De objecten die aan bovenstaande voorwaarden voldeden zijn als cellen aangemerkt. 
Met behulp van een automatische kruistafel zijn at random een aantal beeldvelden geselecteerd. De 
objecten hierin zijn gemeten. 
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3.3.3 Resultaten 
Tabel 2. Gemiddelde pixelwaarden van de objecten in ongeconserveerde monsters 
object oppervlakte gemiddelde standaard deviatie 
nr. object pixelwaarde pixelwaarden 
1 115 185 11,0 
2 56 165 7,8 
3 139 186 9,7 
4 80 180 9,2 
5 66 181 8,5 
6 69 173 7,0 
7 71 179 8,5 
8 59 174 10,5 
9 42 165 7,4 
10 63 177 11,9 
11 79 191 9,7 
12 86 177 10,6 
13 44 163 5,5 
14 72 176 9,3 
15 98 171 10,7 
16 50 174 9,2 
17 48 165 5,3 
18 61 172 8,8 
19 55 177 9,0 
20 66 174 7,9 
21 73 173 8,8 
22 155 181 11,4 
23 64 180 9,4 
De gemiddelde pixelwaarde is 176 met een standaardafwijking van 7, 1. 
Foto's 3, 4 en 5 geven een weergave van de effecten van de beeldanalytische bewerkingen. 
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3.3.4 Conclusie 
Na bewerking van het microscopisch beeld met beeldanalyse is de gemiddelde fluorescentie per 
celkern gemeten. Als gemiddelde pixelwaarde komt men vaak rond de 175 uit (zie tabel 2) . Dit geldt 
voor zowel lymfocyten als polymorfkernige leucocyten. Komt men met een bepaald preparaat onder 
deze waarden, dan kan men aannemen dat er iets niet goed is met de monsters, de kleuring of een 
van de andere stappen in de gehele procedure. 
3.4 De invloed van conservering op de intensiteit van fluorescentie van de celkern 
3.4.1 Inleiding 
Voor het maken van referentiemonsters voor de Fossomatic wordt gebruik gemaakt van 
geconserveerde (gefixeerde) melkmonsters. Uit eerder onderzoek is gebleken dat er geen verschil is 
in het celgetal tussen preparaten van gefixeerde en niet gefixeerde melk bij telling met de Fossomatic. 
Conserveren heeft echter wel invloed op de morfologie en de mate van fluorescentie van de cellen. 
Visueel beoordeeld bleken de geconserveerde cellen duidelijk veel minder te fluoresceren. Ook zijn 
de contouren vaak veel minder duidelijk. Er is dan een •vage vlek" te zien (zie foto 6) . 
Deze verminderde fluorescentie kan een aantal oorzaken hebben: 
1 e De aankleuring met ethidiumbromide is door de toevoeging van de kaliumdichromaat minder goed. 
De kaliumdichromaat wordt immers eerder toegevoegd en kan de binding van ethidiumbromide 
met de het DNA hinderen. 
2° Omdat de kleur van beide stoffen rood is lijkt de fluorescentie alleen maar minder maar is dit 
feitelijk niet zo. 
3° Door de toevoeging van kaliumdichromaat wordt de permeabiliteit van de celkern minder voor de 
ethidiumbromide. 
Om de effecten van conservering op de cellen te kunnen vergelijken zijn met behulp van beeldanalyse 
een serie opnamen gemaakt van een preparaat van een gefixeerd melkmonster. 
3.4.2 Materiaal en methoden 
Voor dit onderzoek is uitgegaan van dezelfde melk die gebruikt is voor de referentiemonsters. Van dit 
monster is voor en na de fixatie een preparaat gemaakt. In dit preparaat is de gemiddelde pixelwaarde 
van de celkern gemeten volgens de methode zoals beschreven in hoofdstuk 3.3. Bij het gefixeerde 
monster is hierbij een lagere drempelwaarde toegepast omdat er anders geen binair masker overbleef 
na drempeling. 
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3.4.3 Resultaten 
In tabel 3 zijn de gemiddelde pixelwaarden weergegeven van 23 objecten (cellen) in het gefixeerde 
preparaat. Foto's 6, 7 en 8 geven een weergave van de effecten van de beeldanalytische 
bewerkingen. 
Tabel 3. Gemiddelde pixelwaarde van objecten in een geconserveerd monster 
object oppervlakte gemiddelde standaard deviatie 
nr. pixelwaarden pixelwaarden 
1 30 100 4,6 
2 41 112 7,2 
3 34 94 2,8 
4 43 130 21,6 
5 23 82 1,6 
6 32 127 6,1 
7 30 86 3,5 
8 73 95 8,6 
9 37 104 12,7 
10 53 95 11,2 
11 100 95 20,2 
12 37 75 6,4 
13 64 67 6,5 
14 19 61 0,7 
15 86 78 7,0 
16 34 152 22,8 
17 122 84 24,6 
18 83 85 6,2 
19 54 65 2,5 
20 68 78 7,8 
21 86 99 36,8 
22 62 107 16,3 
23 48 176 8,7 
De gemiddelde pixelwaarden van 23 cellen is 97 met een standaardafwijking van 28. 
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3.4.4 Discussie 
In deze proef is gekeken naar het effect van conservering op de mate van fluorescentie van de 
celkern. Bij meting van de intensiteit van de aanstraling van het kernmateriaal blijkt dat de intensiteit 
van de celkernen in de gefixeerde monsters bijna de helft lager is dan in niet gefixeerde monsters. 
Bovendien is de kern niet uniform aangekleurd. Vandaar de vage contouren van de celkern. De 
standaardafwijking van de gemiddelde pixelwaarden is bij de gefixeerde monsters veel groter. Wat de 
oorzaak is van de slechtere aankleuring is moeilijk vast te stellen. Misschien kan een ander 
conserveermiddel, een andere kleuringsmethode of een andere filtercombinat ie hier verbetering in 
brengen. 
3.4.5 Conclusie 
Vergeleken met het engeconserveerde monster blijkt het geconserveerde monster ongeveer de helft 
minder te fluoresceren. Verder onderzoek naar de achtergrond van dit fenomeen is wenselijk. 
3.5 De vergelijking tussen automatische telling met behulp van beeldanalyse en van visuele 
beoordeling van microscopische preparaten 
3.5.1 Inleiding 
Bij de visuele beoordeling van microscopische preparaten blijkt dat op sommige punten problemen 
ontstaan bij de selectie van wat wel of niet als cel wordt aangemerkt. Het blijkt zeer moeilijk om 
objectief te beoordelen, met name als cellen zich aan de rand van het preparaat bevinden. Als de 
omgeving lichtsterker is, blijkt dat sommige objecten niet als cel beoordeeld worden omdat ze niet 
lichtsterk genoeg zouden zijn. Dit is puur gebaseerd op vergelijking met de omgeving. Als de 
intensiteit gemeten wordt, kunnen die cellen lichtsterker zijn dan cellen die zich in een donkere 
omgeving bevinden en die wel als cel worden beoordeeld. Het is niet bekend bij welke intensiteit een 
Fossomatic een object telt en bij welke grootte. 
In deze proef is naast de microscopische bepaling van het celgetal in dezelfde monsters ook met 
behulp van beeldanalyse het celgetal bepaald, waarbij de computer op grond van vastgestelde criteria 
het celgetal bepaald heeft. Dit is gedaan met dezelfde procedure als in hoofdstuk 3.3 is beschreven. 
Omdat de aankleuring van de gehele kern ook wel varieert is ook de grootte van het aangestraalde 
kernmateriaal boven een bepaalde waarde als criterium meegenomen. 
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3.5.2 Materiaal en methoden 
Er is gebruik gemaakt van rauwe engeconserveerde melkmonsters. De melk is volgens voorschrift 
gekleurd met ethidiumbromide en onderzocht met een fluorescentiemicroscoop. De beeldanalyse 
instelling was als volgt: 
De resolutie van de opnamen: 512 x 512 pixels 
De opnamelens van de microscoop: de 20x 
Het opnamekader: 0,34 mm x 0,34 mm 
1 pixel: 0,7 x 0, 7 f.lm 
Het Kuwahari-grijswaardebeeld wordt gefilterd op een drempelwaarde van 150. Uit tabel 2 blijkt dat 
deze gemiddelde pixelwaarde een goede waarde is. Als minimale hoeveelheid aangestraald 
kernmateriaal is 30 pixels aangehouden. De diameter van een celkern is dan {30 x 0,7 = 3.8 f.lm. De 
objecten die aan bovenstaande voorwaarden voldeden zijn als cellen aangemerkt. 
3.5.3 Resultaten 
De resultaten van de bewerkingen met de beeldanalyse en van de visuele beoordeling zijn in tabel 
4 weergegeven. In de kolom "visueel aantal cellen" wordt het aantal cellen visueel beoordeeld van 
hetzelfde beeldveld bedoeld, als waarvan een opname is gemaakt. Het aantal is een gemiddelde van 
24 beeldvelden. 
In de kolom "computer aantal cellen" wordt het aantal cellen bedoeld, dat volledig geïnterpreteerd door 
de software volgens de beschreven methode als cel is geïdentificeerd. Het aantal is een gemiddelde 
van 24 beeldvelden. 
De normwaarden kunnen afwijken van de kolom visueel. Dit komt omdat de normwaarden geteld zijn 
door twee verschillende analisten in duplo met drie preparaten. De gemiddelde waarden daarvan zijn 
de normwaarden. 
Tabel 4. Vergelijk automatische telling en visuele beooordeling 
datum visueel computer celgetal celgelal normwaarde 
aantal aantal visueel computer referentie· 
cel!en ceUen monsters 
26-01-95 37 36 267 259 236 
26-01-95 100 93 721 670 712 
02-04-95 31 39 223 281 166 
02-04-95 116 119 822 858 692 
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3.5.4 Discussie 
De resultaten van de celtelling met beeldanalyse verschillen niet sterk van de visuele beoordeling. De 
nauwkeurigheid is nog onvoldoende. Dit komt omdat maar 24 beeldvelden per preparaat zijn geteld. 
Dit moet waarschijnlijk een veel groter aantal (minstens 1 00) zijn. Bij de beeldanalyse van de 
preparaten vielen de volgende zaken op: Enkele cellen waarvan zelfs duidelijk de celwand nog te zien 
is (dus zonder twijfel een somatische cel) hebben maar matig aangekleurd kernmateriaal waardoor 
ze wat betreft het minimale aantal pixels buiten de norm vallen. Dit komt sporadisch voor. Verlaagt 
men de norm van het aantal pixels, dan telt men te vaak ruis als cellen mee. 
Sommige grote sterk fluorescerende objecten vallen na drempeling uit elkaar maar voldoen wel aan 
bovenstaande criteria. Wat deze objecten zijn is niet duidelijk. Het kunnen mycellen zijn. Of de 
Fossomatic deze objecten meetelt is niet bekend. 
3.5.5 Conclusie 
Voor ongeconserveerde monsters voldoet het tellen met de ontwikkelde methode met behulp van 
beeldanalyse. De nauwkeurigheid is echter nog onvoldoende. Dit is waarschijnlijk op te lossen door 
meer beeldvelden per preparaat te tellen Voor geconserveerde monsters blijft de aankleuring een 
probleem. Misschien is dit op te lossen met een andere fluorochroom, een andere filtercombinatie of 
een andere kleurtechniek. 
3.6 Vergaijking van kleurmethoden 
3.6.1 Inleiding 
Methyleenblauw is de standaard kleurtechniek voor het tellen van somatische cellen in melk (lOF). Met 
behulp van beeldanalyse is gekeken of deze methode geschikter is dan de telling van met 
ethidiumbromide gekleurde preparaten, welke door het RIKILT-DLO voor het maken van de 
referentiemonsters voor de Fossomatic wordt gebruikt (zie hoofdstuk 2.5). 
3.6.2 Materiaal en methoden 
Van de geconserveerde en ongeconserveerde melkmonsters zijn preparaten gemaakt (zie hoofdstuk 
2.5.2). In afwijking van het voorschrift zijn bij de methyleenblauw preparaten de melk uitgestreken is 
over 2 i.p.v. 1 cm2 • De melklaag werd anders te dik. 
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3.6.3 Resultaten en discussie 
De resultaten van de tellingen zijn weergegeven in hoofdstuk 2.5. Zie foto 1 en 2. 
Van de geconserveerde melkmonsters bleek helemaal niets te zien na de kleuring met 
methyleenblauw. Voor de engeconserveerde monsters was de kleuring redelijk. De telling van deze 
preparaten werd als zeer lastig ervaren. De cellen worden in zijn geheel gekleurd en niet alleen het 
kernmateriaaL Bij koeien met een hoog celgetal deed zich ook nog het probleem voor dat allerlei 
vlokken in de melk ook donkerblauw kleurden. Wat die vlokken precies zijn, is niet bekend. De cellen 
die bolvormig en bovendien matig aangekleurd zijn, zijn moeilijk te onderscheiden van alle vet-
bolletjes. Er is bij deze kleuring wel onderscheid te maken tussen de verschillende typen cellen omdat 
het cytoplasma ook meegekleurd wordt. 
3.6.4. Conclusie 
De tellingen die uitgevoerd zijn met deze methyleenblauw kleuring bij engeconserveerde 
melkmonsters zijn niet reproduceerbaar en wijken erg veel af van de tellingen met ethidiumbromide. 
Geconserveerde melkmonsters bleken met de methyleenblauwkleuring helemaal niet te tellen. Deze 
kleuring wordt dan ook niet geschikt bevonden. 
3. 7 Aanbevelingen voor vervolgonderzoek 
- Volledig automatiseren van de telling, hetgeen ook inhoud het automatisch scannen van het 
preparaat inclusief automatische focusering. 
- Tellen van de gefixeerde monsters gekleurd met andere fluorchromen, andere filtercombinaties of 
andere kleuringsmethoden. 
- Meer onderzoek naar de processen die zich afspelen in de koe zodat men meer te weten komt 
over de verschillende somatische cellen, de fysiologie van deze cellen en het stadium van een 
ontsteking. 
- Meer onderzoek naar de differentiatie van de cellen in koeien met verschillende celgetallen. 
- Onderzoek naar morfologische veranderingen van de verschillende cellen bij het ouder worden van 
de melk. 
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4 VALIDATION OF REFERENCE SAMPLES FOR THE CALIBRATION AND QUALITY CONTROL OF 
SOMATIC CELL COUNT MEASUREMENT USING A FOSSOMATIC INSTRUMENT 
4.1. Introduetion 
For many years the somatic cell count of cow's milk has been used as one of the criteria tor the 
assessment of mastitis (1). More recently the somatic cell count of bulked herd milk has become 
accepted as an indicator of the level of subclinical mastitis within the herd. In a number of countries 
the cell count is also used as an indirect maasure of milk quality and may affect the price paid to the 
farmer (2). In EC directive 92/46 (3) special requirements tor the somatic cell count in raw milk are 
prescribed. These facts make accurate counting of somatic cells very important. 
Different standardised methods are available tor the enumeration of somatic cells in milk (IDF standard 
148 (4)). One routine methad is the use of an electronic partiele counter (Coulter Counter) and in 
another methad the somatic cells are counted with a fluoro-opto-electronic methad (Fossomatic). For 
bath these methods quality control procedures have to be set up to ensure close agreement between 
the somatic cell counts determined with the routine methad and the 'true' somatic cell count of the 
samples (5). This 'true' value must be found using a methad as "direct• as possible. In IDF standard 
148 (1991) the chosen raferenee methad is the direct microscopie method. Schmidt-Madsen (6) 
reported that counts obtained with Fossomatics showed high correlations with direct microscopie 
somatic cell counts. 
Different methods have been used to prepare the raferenee samples. lf plastic particles or leucocytes 
are added to milk samples with very low numbers of somatic cells, these prepared samples may have 
a somatic cell count which is nat in the same range or distribution as in natural milk. Heald (7) 
introduced bovine milk somatic cell raferenee samples, which were stabie under usual conditions of 
shipping and storage. However, the preparation procedure was only suitable tor preparing samples 
on a small scale. Lintnar et al. (8) modified this original preparation procedure to allow large scale 
production. These raferenee samples were made out of raw bulk milk, trom which somatic cells were 
firstly separated by centrifugation. Then appropriate cell dilutions were prepared in the skim milk, 
which was preserved with potasslum dichromate. Problems with the low and variabie recovery of 
somatic cells could beovercoma by using an industrial milk separator (9). Szijarto and Barnurn (10) 
also prepared standards tor simultaneous monitoring of Coulter and Fossomatic Electronic Cell 
Counting lnstruments by centrifuging the milk. 
To prepare somatic cell raferenee samples, the milk should be treated to prevent breakdown of the 
somatic cells. Different chemica! preservatives in different concentrations are used, such as boric acid 
~0.6% (4); 0.6% (11)), potasslum dichromate ~0.2% (4); 0.1% (12); 0.2% (11), sodium azide 
~0.024% (4) ; 0.024% (11)), branopal ~0.05%, (4); 0.05% (11). Chemica! preservalion combined with 
heat treatment has also been used (1 0) . Recent experiments showed that heat treatment combined 
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with 0.1 % potassiumdichromate appeared to be superior to treatment with 0.1 % bronopol or 
treatment with 0.1 % potassiumdichromate without heat treatment (12). 
The aim of this study was to examine two samples (low and high somatic cell count), prepared trom 
bulk tank milk and milk trom individual cows (without the need tor centrifugation), in which somatic 
cell count obtained using a Fessomatic instrument did nor decrease tor at least 1 0 weeks. 
4.2 Materials en methods 
4.2.1 Preparatien of somatic cell count raferenee samples 
Bulk milk and samples trom individual cows (1 00.000-1.250.000 somatic cells/ml) were mixed to obtain 
samples with various somatic cell counts. The maximum amount of milk used trom one individual cow 
was approximately 65%. The milk was caoled and stared at a temperature between 0 oe and 2 oe. 
Based on earlier experiments (12) the following preservalion treatment was used: heat treatment 
(sterile flasks with 2-3 I milk were placed in a water bath (without agitation) at a temperature of 70 ·e 
tor 45 minutes), foliowed by treatment with 0.1% w/w potassium dichromate (Merck, artno. 4864). Th is 
treatment was applied in the period 5-10 hafter milking (see 4.2.4 Design of experiment). 
The total viabie count (with standard plate count method, ISO/DIS 661 0.2, (13)) and the somatic cell 
count (with microscopie method) were analysed in the unpreserved samples on the same day of 
preparation. 
Samples were packed in isothermic boxes with cooling devices and sent to tour laboratories, who 
stared them at a temperature between 0 oe and 1 oe befare regular analysis of the somatic cell count 
by the Fessomatic method. Each analysis was carried out in a new sample vial. 
4.2.2 Somatic cell counts using a tossomatic instrument 
The number of cells with a minimum intensity of fluorescence due to staining of DNA in their nuclei 
is measured by Fessomatic 360 instruments, with no recalculation of the data, i.e. slope 1.000 and 
bias 0 are used. Further details of the procedure are described elsewhere (14). 
With the Fessomatic 360 a discriminatien level and z-value are determined. The discriminatien level 
of a sample is the pulse height corresponding to the change of exponential to normal distribution of 
the pulse heights. All pulsas above the discriminatien level are counted. The z-value is the position 
of the discriminator expressed as standard deviation to the mean of the normal distribution of the 
pulse heights and is used as a parameter tor the quality of the samples (15). 
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4.2.3 Somatic cell counts by the microscopie methad 
For this methad unpreserved samples are used. Microscopie slides are prepared within 8 h of milking. 
After heating tor 5 min at 50 oe in a water-bath, samples are caoled down to room temperature and 
carefully stirred. A 1 mi sample is mixed with 1 mi of ethidium bromide salution (eontaining per 1: 0.05 
g ethidium bromide, 0.41 g potassium hydragen phthalate, 0.11 g potassium hydroxide and 1 mi triton 
X-100), mixed and heated tor 1 min at 50 oe. After cooling down 0.01 mi of the sample is spread in 
three fold on an area of 5 by 20 mm of a microscopie glass slide. After drying, orange-red fluorescent 
cells are eounted with a Fluoreseence Microscope. eells are counted in lanes (5 by 0.3 mm), until400 
cells have been counted. The somatic cell count per mi is calculated by multiplying the number of 
somatic cells by the Working Factor(= (100x200)/(Ax1.5), where A is the number of lanes eounted 
completely). 
4.2.4 Design of the experiment 
An experiment was performed to study the stability of reference samples in practice. The experiment 
was intended to mimiek real oparating conditions. lt consisled of seven rounds of about 1 0 weeks 
each (see Table 1 for details). Two samples were used in each round, one with a high and one with 
a low somatic cell count. The preservalion methad using heat treatment foliowed by potassium 
diehromate 0.1% treatment (12) was performed on fresh milk. Each treated sample was split into 
portions and 1 0 portions of each sample we re dispatched to the tour participating laboratories as test 
samples. The laboratories measured each sample weekly on all their operational Fossomatics. The 
total number of Fessomatics at the tour laboratories were 5, 4, 3 and 1, but the average number in 
operational use were 3, 4, 3 and 1 respectively. Eaeh weekly maasurement on a specific Fessomatic 
was made with a five-fold repHeation (repeatability conditions) in order to increase the precision of the 
experiment. For the samples "9201 high" and "9201 low• insufficient heat treatment was performed as 
beeame elear trom the total viabie counts. 
4.2.5 Statistica! analysis 
The decrease in cell count has been visualized tor the experiment by platting the percentage of the 
initial cell count against time. The initial eell count was taken to be the median of all cell counts at the 
first two time points. 
The results trom the experiment have been analysed tor each raferenee sample separately. In this 
routine experiment the statistica! approach used in aarlier experiments (12) was impossible because 
of the many missing combinations of Fessomatic instrument and week. Therefore these unbalanced 
data have been analysed by fitting a linear mixed model to the log-transformed eell counts using 
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Residual Maximum Likelihood (REML) (16). In one version of the model decrease in cell counts was 
modelled with a simple quadratic function. Time squared and Iabaratory were used as fixed factors, 
whereas Fossomatics and their interaction with week were considered random factors. The 
significanee of the (quadratic) time effect was assessed by the Wald tests. lt should be stressed that 
significanee tests tor these data have to be treated with caution, because it is hard to verify if the 
rnadelling assumptions, such as non correlation of residuals, are fulfilled. In another version of the 
model all factors (week, laboratory, Fossomatic and interactions) were considered to be random. The 
REML then estimates varianee components tor all sourees of variation. This permits the calculation 
of reproducibility and intermediale reproducibility estimates in accordance with ISO/DIS 5725 (17). 
Statistica I analyses we re performed using the statistica! package Genstat (18). 
4.3 Results 
4.3. 1. Performance under routine conditions 
The main results of the 14 routine samples are shown in Table 1 and Figure 1. In one round of the 
experiment (91 01) there was one Fossomatic instrument with a deviating series of results tor bath 
samples. This was caused by an abnormal heating procedure resulting in an insufficient heat 
treatment and high total viabie counts (table 1, column 4). The results tor these two samples did not 
change very much when the data trom this deviating instrument were deleted. 
lt can be seen that in general the relerenee samples are stabie over the period of the experiment. The 
fitted decrease after 10 weeks is, at most 2% and not significant, with three exceptions. In round 9201 
bath samples show very large decreasas (predicted at 13% and 29% atter 10 weeks; p<0.001), and 
the sample with low cell count in round 9202 shows a small, but still very significant decrease (3% 
atter 10weeks; p<0.001). 
Repeatability, within-instrument reproducibility, within-laboratory-reproducibility and total 
reproducibility were calculated (Table 2). 
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Table 1. Somatic cell counts using a Fessomatic instrument in samples preserved with 0.1% 
potassium dichromate and heat treated tor 30 min at 63°C 
Batch cell count (x 101 cells/ml) total viabie decrease In cell significanee of 
count*** count aftar 10 decrease 
Microscope* Fossomatic•• weeks (%) 
9101 high 1010 1027 n.d. 1 P= 0.21 
91011ow 210 223 n.d. 2 P= 0.06 
9103 high 1200 1205 n.d. 0 P= 0.58 
9103 low 172 171 n.d. 0 P= 0.96 
9201 high 920 844 3 X 10s 12 p < 0.001 
9201 low 180 149 7 x 104 29 p < 0.001 
9202 high 1152 1156 2 x 101 0 p = 0.44 
92021ow 192 189 3 x 102 3 p < 0.001 
9203 high 1380 1145 < 100 1 p = 0.11 
9203low 280 279 2 x 102 1 p = 0.33 
9204 high 824 859 4 x 102 -1 p = 0.14 
92041ow 184 151 8 x 102 1 p = 0.57 
9205 high 760 734 2 x 102 1 p = 0.26 
92051ow 164 165 4 x 102 1 p = 0.39 
* 
** 
Analysed by microscope in unpreserved samples, same day of preparation. 
Average measured by Fessomatic in preserved samples. 
*** 
n.d. 
Analysed in unpreserved, heated samples, same day of preparation. 
= nat determined. 
Table 2. Repeatability and reproducibility of somatic cell counts using a Fessomatic instrument in 
samples preserved with 0.1 % potassium dichromate and heat treated tor 30 min at 63°C 
Reproducibility* 
Cell count Repeatability 
within instrument within Iabaratory tot al 
High 60 (49-67) 89 (66-105) 112 (83-151) 123 (83-151) 
Low 25 (22-32) 32 (26-37) 36 {28-45) 36 (29-46) 
* Mean (lowest-highest) values of 6 different batches of samples (batch 9201 is deleted), tested on 
4 laboratories figures x1 03 cells/ml). 
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Figure 1. Median percentage of initia! cel! count versus time (weeks). 
Data and fitted quadratic curves for seven batches (rows) and two levels of cel! count 
(columns). 
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4.4 Discussion 
To validate the suitability of raferenee samples an experiment was performed to mimic real operational 
conditions. In general the 14 different batches of raferenee samples, prepared trom fresh milk, 
preserved with the methad heat treatment foliowed by treatment with 0.1% potasslum dichromate we re 
stabie over the period of the experiment (1 0 weeks). The fitted decrease after 10 weeks was at most 
2 % and, with three exceptions, not significant. Due to insufficient heat treatment of batches "9201 
high" and "9201 low•, which resulted in higher total viabie counts after healing (Table 1, column 4), 
the decrease in somatic cell count was expected. We have no explanation tor the small decrease in 
somatic cell count tor batch "9202 low". Starage of the samples between o ·c and 2 ·c is very 
important to prevent a decrease in somatic cell counts as much as possible. 
Because these results illustrate that the somatic cell counts of the preserved samples analysed by the 
Fossomatic methad do not significantly change tor at least 1 0 weeks, these samples can be used in 
the quality control of the laboratory. In the Netherlands five samples with raferenee somatic cell counts 
varying trom the lowest count (given by the low sample) to the highest count (given by the high 
sample) are measured in five-fold on Fossomatic instruments. Regression analysis results in a slope 
and bias tor each instrument, which is used tor calibration of the measured somatic cell count (14) . 
By this calibration procedure eventually occurring ditterences between instruments and laboratorles 
(like in our experiments) can be (partly) corrected. For quality control purposes it is important to check 
the performed calibration procedure performed. Therefore one could use the same type of raferenee 
samples as described here, but another batch than the one used tor the calibration procedure. The 
raferenee somatic cell count is still determined manually by the microscopie method. Futher research 
using an image-analysis system will reveal more analytica! characteristics of this method. This offers 
possibilities to imprave the quality of the microscopie method. 
The results of IDF intercomparison trials tor counting somatic cells (19) are the basis tor the precision 
data, given in the final version of the lOF Provisional International Standard 148:1991 (4): reasanabie 
targets tor cell count levels between 400.000 and 500.000 celis/mi and tor levels between 100.000 and 
200.000 celis/mi are 57.000 and 28.000 cells/ mi respectively tor repeatability and 113.000 and 57.000 
celis/mi respectively tor reproducibility (4). The values calculated in this study tor repeatability ( average 
tor high samples 60.000 and tor low samples 25.000 cells/ml) and reproducibility (average tor high 
samples 123.000 and tor low samples 36.000 cells/ml) meet these targets quite well (Table 2). 
However, in our study only tour different laboratorles (all in the Netherlands) were involved, whereas 
ISO/DIS 5725 (17) recommends a minimum of eight laboratorles tor precision experiments: these 
figures trom these experiments must therefore be treated with caution. They must be regarded as 
preliminary values of repeatability and reproducibility. As in this study only the values of the somatic 
cell count without weekly calibration were used, the total reproducibility is expected to be 
lower,because ditterences between instruments and laboratorles may become smallerafter performing 
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the calibration procedure, as described above. 
4.5 Summary 
Statistica! analysis of 14 different batches of samples using the 0,1 % potassium dichromate and heat 
treatment preservation showed that these samples were generally stabie over the period of the 
experiment (1 0 weeks). The estimated decrease after 10 weeks was at most 2% and not significant 
(three exceptions are discussed). The results were obtained under well-defined conditions for the 
quality of the unpreserved milk (freshness), the preservalion methad and starage conditions of the 
samples. 
The results indicate that these samples can be used as reference samples for somatic cell counting 
by Fossomatic instruments. The samplescan be very useful for calibration of Fossomatic instruments 
and in quality control of the laboratory. 
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BIJLAGE 1. 
CONCEPT-Begeleidingsformulier 
TITEL Melk - Bereiding referentiemonsters celgetal ten behoeve 
van de calibratie van Possomatic apparatuur 
NAM1 HANDTEKENING 
Opgesteld door G. Loeffen 
Goedgekeurd door: M. Groot 
Directeur J. van de Vooren 
CONCEPT 
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1 DOEL EN TOEPASSINGSGEBIED 
Dit voorschrift beschrijft het bereiden van referentiemonsters van het somatische celgetaL Deze 
referentiemonsters worden gebruikt bij de calibratie van de Fossomatic apparatuur. Met deze apparatuur 
wordt op basis van een fluoro-opto-electronische meting het somatische celgetal in boerderijmelk bepaald. 
1.1 Toelichting 
Er worden 2 soorten referentiemonsters bereid: 
Een monster met een hoog celgetal (ca. 800.000 cellen/mi) 
Een monster met een laag celgetal (ca. 200.000 cellen/mi) 
1.2 Aantoonbaarheidsgrens 
Niet van toepassing 
1.3 Bepaalbaarheidsgrens 
Niet van toepassing 
2 DEFINITIE 
Niet van toepassing 
3 BEGINSEL 
Voor de bereiding van hoge en lage referentiemonsters celgetal wordt •natuurlijke' boerderijmelk van koeien 
met een hoog en laag celgetal gebruikt. Na menging tot het gewenste celgetal wordt de melk b ij 63°C verhit 
voor een lage pasteurisatie (afdoding van kiemen). Na afkoelen wordt 0,1 % (v/v) kaliumdichromaat toege-
voegd, welke dient om de melk te conserveren. 
4 PRECISIE 
4.1 Herhaalbaarheid 
Niet van toepassing 
4.2 Reproduceerbaarheid 
Niet van toepassing 
5 REAGENTIA EN HULPSTOFFEN 
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5.1 Boerderijmelk 
De benodigde boerderijmelk voor het maken van de referentiemonsters kan worden verkregen via 2 
proefbedrijven: 
- Proefbedrijf ZEGVELD (Regionaal Onderzoekscentrum Zegveld, De Oude Meye 18, Zegveld, telefoon: 
01724-8122, contactpersoon: Hr Karel van Houwelingen); 
-Proefbedrijf OSSEKAMPEN (Proefbedrijf De Ossekampen, Haarweg 12, Wageningen telefoon: 83013, 
contactpersoon: Hr Leen Bijl). 
5.2 Halamid-oplossing 
Samenstelling: 
Halamid ( Cl 25 % ) · 
Leidingwater 
50 
1000 
g 
mi 
Los op en verdeel het over de jerry cans. Laat de oplossing overnacht staan in de jerry cans. Deze oplossing 
vers bereiden voor gebruik. 
· Fabrikant: Veip desinfectantia BV, Molenvliet 1, 3961 MT Wijk bij Duurstede, telefoon: 03435-72244 . 
5.5 Kaliumdichromaat- oplossing 
Samenstelling: 
Kaliumdichromaat (K2Cr20 7) p.a. 
Gedemineraliseerd water 
100,0 
1000 
g 
mi 
Los op in 900 mi water door verwarmen en vul aan met water tot 1 000 mi en meng. Deze oplossing is 
maximaal 1 jaar houdbaar bij een temperatuur van 0-5°C. 
Opmerking: 
Zie voor kwaliteitscriteria gedemineraliseerd water RSV T0014. 
6 APPARATUUR 
6.1 Kunststof jerry cans van 5, 1 0 en 20 liter 
6.2 Steriele glazen kolven van 2, 3 en 4 liter 
6.3 Waterbad 50 ± 2°C en 70 + 1 oe met circulatiesysteem (RSV T0024) 
6.4 Micro-pipet voor volumes van 1 en 0,01 mi (RSV T0048) 
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6.5 Microscoop met fluorescentie-uitrusting (RSV T0155) 
6.6 Coulter Counter (RSV TO ... ) 
6. 7 Steriele flesjes (50 en 200 mi) voor afvulling referentiemonsters. 
6.8 Gebruikelijke toestellen en glaswerk voor microbiologische laboratoria. 
7 WERKWIJZE 
7.1 Algemeen 
Voor de microskopische bepaling van het celgetal, zie RSV A0716. 
7.2 Voorzorgsmaatregelen 
Niet van toepassing 
7.3 Voorbehandeling van het monster 
Niet van toepassing 
7.4 Proefeenheid 
Afhankelijk van de gewenste hoeveelheid referentiemonsters. 
7.5 Omschrijving van de procedure 
7.5.1 Selectie van de boerderijmelk 
CONCEPT 
Circa 1 week voordat een nieuwe batch referentiemonsters wordt gemaakt, wordt bij de 2 proefbedrijven (5.1) 
geïnformeerd naar de beschikbaarheid van melk met een hoog celgetal (2: 800.000 cellen/mi}. Er wordt naar 
gestreefd te beschikken over tankmelk en over individuele koemelk van minimaal 3 koeien. Desgewenst wordt 
de melk eerst bemonsterd en onderzocht op RIKILT-DLO met de Coulter Counter (6.6} om een bevestiging 
te hebben van de hoogte van het somatische celgetal, alvorens de definitieve melk-inzameling t.b.v. de 
bereiding van referentiemonsters plaats heeft. 
7.5.2 Bemonstering van de boerderijmelk t.b.v. de bereiding van de referentiemonsters 
De benodigde jerry cans (6.1) worden op RI KILT -DLO gedesinfecteerd met de Halamid-oplossing. Nadat de 
halamid overnacht in de jerry cans heeft gestaan wordt nagespoeld met gedemineraliseerd water. Vervolgens 
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worden de jerry cans omgekeerd geplaatst teneinde alle vloeistof te verwijderen. 
Op de jerry cans wordt duidelijk zichtbaar het nummer van de te bemonsteren koe cq. tank aangebracht. 
Vervolgens worden de jerry cans door de Huishoudelijke Dienst van RIKILT-DLO naar het proefbedrijf 
gebracht. De uiteindelijke bemonstering vindt plaats door medewerkers van het Proefbedrijf. De monsters 
worden direct hierna opgehaald door de Huishoudelijke Dienst en gekoeld vervoerd naar het laboratorium 
van RIKILT-DLO, alwaar de melk voortdurend wordt bewaard bij een temperatuur van 0-5°C. 
7.5.3 Onderzoek van de boerderijmelk 
Van de bemonsterde boerderijmelk wordt het kiemgetal bepaald met RSV A0016. Tevens wordt het celgetal 
bepaald met de Coulter Counter. 
7.5.4 Bereiding van de referentiemonsters uit de boerderijmelk 
Afhankelijk van de hoogte van het somatische celgetal (bepaald in 7.5.3) van de individuele koemelk en de 
tankmelk worden 2 soorten referentiemonsters bereid: één met een celgetal van ca. 800.000 cellen/mi en één 
met een celgetal van ca. 200.000 cellen/mi. Hierbij wordt melk van zoveel mogelijk verschillende koeien 
gemengd met de tankmelk. Voordat de melk wordt gemengd wordt deze eerst opgewarmd gedurende 20 
minuten bij 50°C (6.3) en snel afgekoeld in koud stromend water. De menging vindt plaats in steriele kolven 
(6.2) . Vervolgens worden de 2 porties gedurende 45 minuten in een waterbad bij 70°C (6.3) geplaatst (de 
melk dient minimaal 30 min. op een temperatuur van 63°C geweest te zijn). Na afkoeling onder koud 
stromend water wordt het kiemgetal bepaald volgens RSV A0016. 
Vervolgens wordt een zodanige hoeveelheid kaliumdichromaat (5.5) toegevoegd, dat de eindconcentratie 
0.1% v/v kaliumdichromaat. 
De 2 porties verhitte en geconserveerde melk worden afgevuld in steriele flesjes (6. 7) in hoeveelheden van 
50, 150 of 200 mi, afhankelijk van de wensen van de gebruiker van de referentiemonsters. Voor eventueel 
gewenst nader onderzoek worden voor RIKILT-DLO 13 flesjes met 10 mi afgevuld. De aldus bereide 
referentiemonsters worden tot het moment van verzending bewaard bij 0-5°C. 
7.5.5 Bepaling van de referentiewaarde van het somatische celgetal in de referentiemonsters. 
Van beide referentiemonsters wordt de referentiewaarde bepaald met de microskopische methode (Zie RSV 
A0716). Dit gebeurt door 2 analisten onafhankelijk van elkaar: iedere analist maakt 2 afzonderlijke preparaten 
die in duplo worden geteld. De referentiewaarde is de gemiddelde waarde van de aldus verkregen 8 
waarnemingen. Bij iedere analist mag de variatiecoëfficiënt voor het lage monster niet hoger zijn dan 1 0% 
en voor het hoge monster niet hoger zijn dan 5%. Indien de variatiecoëfficiënt groter is dan de toegestane 
5 cq. 10% dan dient de telling herhaald te worden met dezelfde preparaten. Indien hetzelfde probleem zich 
dan nog steeds voordoet, dienen opnieuw preparaten gemaakt en geteld te worden. 
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7.5.6 Functionaliteit 
Van de bereide referentiemonsters dient het kiemgetal < 1 03 kve/ml te zijn. De houdbaarheid van de 
monsters is minimaal 1 0 weken. 
Voor de functionaliteitscriteria van de referentiemonsters, zie batchcontrolestaat 252 (zie bijlage 1). 
Pas als aan bovenstaande functionaliteitscriteria is voldaan kan de batch referentiemonsters worden 
vrijgegeven voor gebruik. 
8 WEERGAVE VAN DE RESULTATEN 
Van ieder referentiemonster wordt het gemiddelde celgetal bepaald en dit wordt weergegeven op de 
batchchecklisten (bijlage 2) en op de etiketten die op de referentiemonsters worden aangebracht (zie bijlage 
4). 
9 REGISTRATIE 
Het lage referentiemonster wordt voorzien van groene etiketten en het hoge van rode etiketten (zie bijlage 
4). De monsters worden tesamen met monsterformulieren (zie bijlage 3) en koelelementen verzonden naar 
de diverse gebruikers. 
Er wordt aan de gebruikers gevraagd de monsterformulieren in te vullen teneinde eventuele afwijkingen in 
de monsters te registreren. 
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Bijlage 1 bij RSV A0707 
BATCHCONTROLESTAAT AFDELING BCS 252 
RIKILT MICROB Datum 1995-03-15 
Omschrijving 
stof, oplossing, 
mengsel, Referentiemonsters 
materiaal Somatische celgetal 
Omschrijving 
samenstelling, 
serie Zie RSV A0707 
Omschrijving Tolerantie 
functionaliteits- -Kiemgetal < 103 kve/g . 
criteria 
-Celgetal 
Hoog monster 750.000-800.000 cel/mi' 
Laag monster 170.000-230.000 cel/mi· 
': bepaald met microskopische methode volgens RSV A0716. 
(variatiecoëfficiënt mag maximaal 5% per analist bedragen). 
Uiterste gebruiksperiade 
10 weken 
Omschrijving RSV 
toetsingswijze 
-Kiemgetal A0016 
-Celgetal A0716/COM 93/7 
RSV 
toepasbaar bij A0707 en A0716 
Lijst: A0707/1 
Bijlage 2 bij RSV A0707 
BATCHCHECKLIST AFDELING 
MIGROB 
Omschrijving 
Referentiemonsters somatische celgetal 
Batchcontrolestaat nr: 252 
Batchcode: 
Datum aanvang: 
Onderzoek boerderijmelk: 
Proefboerderij boerderijmelk: 
Kiemgetal : 
Tankmelk: Koenr .. . : Koe nr ... : 
Datum bepaling: Analist: 
Celgetal (Coulter Counter): 
Tankmelk: Koenr ... : Koenr. .. : 
Datum bepaling: Analist: 
Verdeling celgetal (Coulter Counter) : 
Volgnr.: __ 
Jaar: __ 
Koenr ... : Koenr ... : 
Koenr .. . : Koenr ... : 
Tankmelk: Koenr .. . : Koenr ... : Koenr ... : Koenr .. . : 
Analist: 
Samenstelling referentiemonsters (l=liters): 
Hoog monster: .. I tankmelk Laag monster: 
.. I koemelk nr . .. 
.. I koemelk nr ... 
.. I koemelk nr ... 
.. I koemelk nr . .. 
Kwaliteit referentiemonsters: 
Hoog monster: 
Kiemgetal: Datum bepaling: 
Referentiewaarde Celgetal: 
Analist: Telling preparaat 1: 
Analist: 
Laag monster: 
Telling preparaat 2: 
Gemiddelde & Standaardafw. 
Variatiecoëfficiënt: 
Telling preparaat 1: 
Telling preparaat 2: 
Gemiddelde & Standaardafw.: 
Variatiecoëfficiënt: 
Kiemgetal : Datum bepaling: 
Analist: 
Analist : 
Referentiewaarde Celgetai: 
Telling preparaat 1: 
Telling preparaat 2: 
Gemiddelde & Standaardafw. 
Variatiecoëfficiënt: 
Telling preparaat 1: 
Telling preparaat 2: 
Gemiddelde & Standaardafw.: 
Variatiecoëfficiënt: 
Datum aanmaak: Expiratledatum: 
Analist: Paraaf: 
lijst: A0707/2 
.. I tankmelk 
.. I koemelk nr . .. 
.. I koemelk nr ... 
.. I koemelk nr . .. 
.. I koemelk nr . .. 
analist: 
analist : 
CONCEPT 
( 
CONCEPT 
Bijlage 3 bij RSV A0707 
Wageningen 
.. -.. -95 
L.S., 
Hierbij ontvangt u referentiemonsters voor de Fossomatic. De batchnummers zijn 9.0.-Hoog (hoog celgetal) 
en 9.0.-Laag (laag celgetal). Door één hoog en één laag monster te mengen volgens onderstaand schema 
krijgt u 5 calibratiemonsters. De monsters kunnen vanaf heden gebruikt worden. 
Voorbeeld monsterverdunningsschema: 
Aantal benodigde mi 
Monsternummer Celgetal *1 000/ml Hoog Laag 
1 928 20 0 
2 744 15 5 
3 560 10 10 
4 376 5 15 
5 192 0 20 
Wij verzoeken u op de bijlage diverse gegevens in te vullen die betrekking hebben op de kwaliteit van de 
monsters en de instellingen van de Fessomatic apparatuur. Hiermee is RIKILT-DLO in staat afwijkingen in de 
kwaliteit van de monsters op te sporen. 
Tenslotte verzoeken wij u de ontvangen verpakkingsmaterialen en koelelementen zo spoedig mogelijk aan 
het RIKILT-DLO retourneren. 
Voor eventuele opmerkingen en/of vragen kunt u contact opnemen met Dhr. G. Loeffen (telefoon: 08370-
75518). 
I Monsternummer I Celgetal *1 000/ml 
1 (Hoog) 928 
2 
3 
4 
5 (Laag) 192 
jaar: 
Week I Gemeten celgetal I Slope 
Formulieren volledig ingevuld opsturen naar: 
RIKILT-DLO 
tav G. L Loeffen 
Postbus 230 
6700 AE WAGENINGEN 
I Bias 
CONCJ?PT 
Melkcontrolestation 
Fossomaticnummer 
Batchnummers :9.0.-Hoog & 9.0.-Laag 
! 
Z-waarde van decalibratiemonsters 
1 l 2 T 3 I 4 I 5 Correlatiecoëfficiënt 
lijst: A0707 /3 
Bijlage 4 bij RSV A0707 
REFERENTIEMONSTER: 
CELGETAL: 
BEREIDINGSDATUM: 
VERVALDATUM: 
BEWAREN BIJ 0-2° C 
REFERENTIEMONSTER: 
CELGETAL: 
BEREIDINGSDATUM: 
VERVALDATUM: 
BEWAREN BIJ 0-2° C 
9.0.-LAAG 
... * 1000 CELLEN/ML 
.. AUGUSTUS 199. 
.. NOVEMBER 199. 
9.0.-HOOG 
... * 1 000 CELLEN/ML 
.. AUGUSTUS 1994 
.. NOVEMBER 1994 
CONCEPT 
lijst: A0707/4 
BIJLAGE 2. 
TITEL 
Opgesteld door 
Goedgekeurd door 
Directeur 
CONCEPT 
Melk - Bepaling van het aantal somatische cellen in melk met behulp van een 
fluorescentiemicroscoop t.b.v. Fossomatic apparatuur - microscopisch 
NAAM HANDTEKENING 
G.J.M Loeffen 
M. Groot 
J. van de Vooren 
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1 DOEL EN TOEPASSINGSGEBIED 
Dit voorschrift beschrijft de bepaling van het somatische celgetal in referentiemonsters mengmelk met een 
microscopisct1e methode. 
1.1 Toelichting 
In RSV A0707 wordt beschreven hoe referentiemonsters voor celgetaltelling bereid worden. Van deze 
mengmelkmonsters dient het somatische celgetal bepaald te worden zodat ze gebruikt kunnen worden voor 
calibratie van de Fossomatic apparatuur. 
1 .2 Aantoonbaarheidsgrens 
Niet van toepassing. 
1.3 Bepaalbaarheidsgrens 
Niet van toepassing. 
2 DEFINITIE 
Somatische cellen: deeltjes (leukocyten en epitheelcellen) met een minimale fluorasentie-intensiteit als gevolg 
van kleuring van het DNA in celkernen. 
Celgetal: het resultaat van een meting volgens de beschreven werkwijze uitgedrukt als het aantal somatische 
cellen per mi melk. 
3 BEGINSEL 
Een hoeveelheid melk wordt gemengd met een bufferoplossing van ethidiumbromide. Het ethidiumbromide 
kan een complex vormen met het in de celkern aanwezige DNA. Belichting van het dan ontstane 
fluorochroom brengt het in een aangeslagen toestand, welke bij terugval naar het oorspronkelijke 
energieniveau lichtenergie gaat uitzenden met een karakteristieke golflengte. Het aantal oplichtende cellen 
wordt geteld met behulp van een fluorescentiemicroscoop. 
4 PRECISIE 
4.1 Herhaalbaarheid 
Niet van toepassing. 
4.2 Reproduceerbaarheid 
Niet van toepassing. 
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5 REAGENTIA EN HULPSTOFFEN 
5.1 Referentiemonsters 
Voor bereding referentiemonsters celgetal zie RSV A0707 
5.2 Kleurstofoplossing 
Samenstelling: 
Ethidiumbromide · 
Gedemineraliseerd water 
2,5 g 
1000 mi 
Los de ethidiumbromide onder roeren en verwarming (40-60°C) op in het water. 
CONCEPT 
Deze oplossing is, mits in de koelkast (0-5°C) bewaard, in een lichtdichte fles 6 maanden houdbaar. 
· Ethidiumbromide is een mutagene stof; vermijd contactbesmetting en besmetting via de lucht. 
5.3 Bufferoplossing 
Samenstelling: 
Kaliumhydroxyphtalaat 
Kaliumhydroxide 
Gedemineraliseerd water tot 
5,1 g 
1,375 g 
1000 mi 
Los de ingrediënten op in het water en vul aan tot 1000 mi. Deze oplossing is, bij 0-5°C bewaard, 6 maanden 
houdbaar. 
5.4 Standaardoplossing 
Samenstelling: 
Kleurstofoplossing (5.2) 
Bufferoplossing (5.3) 
Triton-X-1 00 concentraat 
200 mi 
800 mi 
10 mi 
Voeg de bovenstaande componenten samen en meng. Deze oplossing is, bij 0-5°C bewaard, in een 
lichtdichte fles 6 maanden houdbaar. 
5.5 Werkoplossing 
Samenstelling: 
Standaardoplossing (5.4) 
Gedemineraliseerd water 
Voeg de bovenstaande componenten samen en meng. 
Deze oplossing is, bij 0-5°C bewaard, 1 week houdbaar. 
10 
90 
mi 
mi 
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6 APPARATUUR 
6.1 Rondbodembuizen 80 x 18/17 mm 
6.2 Waterbad 50°C + 2°C (RSV T0024) 
6.3 Micropipet van 1 en 0,01 mi (RSV T0048) 
6.4 Glaspreparaten 
6.5 Fluorescentie-micoroscoop (RSV T0155) 
7 WERKWIJZE 
7.1 Algemeen 
De referentiemonsters celgetal dienen bij 0-5°C bewaard worden. Ze zijn afgevuld in 10 mi buizen. 
7.2 Voorzorgsmaatregelen 
Omdat men hier met mutagene stoffen werkt, dient er zoveel mogelijk in de zuurkast met handschoenen en 
veiligheidsbril gewerkt te worden. 
7.3 Voorbehandeling van het monster 
Niet van toepassing. 
7.4 Proefeenheid 
10 mi 
7.5 Omschrijving procedure 
7.5.1 Bepaling van de referentiewaarde van het somatische celgetal in de referentiemonsters. 
Verhit de buizen met de melk (1 0 mi) in een waterbad {6.2) van 50°C gedurende 5 minuten. Koel af tot 
kamertemperatuur (± 21 °C) en meng goed {1 0 * 180° keren). 
Voeg met een micro-pipet {6.3) 1 mi melk {5.1) en 1 mi werkoplossing {5.5) samen in een buis (6.1) (zowel 
de melk als de werkoplossing dienen op het moment van pipetteren op kamertemperatuur te zijn). Meng 
goed en plaats de buis terug in het waterbad van 50°C {6.2) gedurende 2 minuten. Markeer een gebied van 
5 bij 20 mm op een objektglas {6.4) of leg er millimeterpapier onder waarop het zelfde gebied gemarkeerd 
is. 
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Pipeteer met een micro-pipet (6.3) 0,01 mi van het afgekoelde mengsel en verdeel dit over het oppervlak van 
5 bij 20 mm met de pipetpunt Laat drogen aan de lucht. Maak een duplo-preparaat. Tel vervolgens de cellen 
met behulp van een fluorescentie-microscoop (6.5). 
Gebruik en vergroting van 400 (10 * 40). De DNA-kernen van de cellen fluoresceren helder oranje/rood op 
een donkere achtergrond 
Er wordt geteld in zogenaamde banen. Eén baan is 5 mm lang (de breedte van het preparaat) en 0,5 mm 
breed (de doorsnede van het gezichtsveld van de microscoop). Alle cellen in zo'n baan worden geteld, door 
de axiaalknop langzaam te verdraaien. Er worden meerdere banen over de gehele lengte van het preparaat 
geteld, waarbij die banen zo goed mogelijk over het preparaat verdeeld zijn. 
Om representatief te zijn moeten er minstens 6 banen en/of 400 cellen per preparaat worden geteld. 
Het tellen van de cellen gebeurt door 2 analisten onafhankelijk van elkaar : iedere analist maakt 2 
afzonderlijke preparaten die in duplo worden geteld. De referentiewaarde is de gemiddelde waarde van de 
aldus verkregen 8 waarnemingen. 
8 RESULTATEN 
8.1 Weergave van de resultaten 
Van ieder referentiemonster wordt het aantal cellen per baan geteld. Dit wordt weergegeven op het 
analyseformulier (bijlage 1). Het hieruit berekende gemiddelde celgetal wordt vermeld op de 
batchchecklist van het bijbehorende referentiemonsters (bijlage 2, RSV A0707). 
8.2 Kwaliteitscontrole 
Bij iedere analist mag de variatiecoëfficiënt voor het lage monster niet hoger zijn dan 1 0 % en voor het hoge 
monster niet hoger dan 5%. lildien de variatiecoëfficiënt groter is dan de toegestane 5 cq. 10% dan dient 
de telling herhaald te worden met dezelfde preparaten. Indien hetzelfde probleem zich dan nog steeds 
voordoet, dienen opnieuw preparaten gemaakt en geteld te worden. 
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Bijlage 1 a bij RSV A0716 
Laag monster: 
Analist 
Datum 
Telling preparaat 1 
baan 1. baan 7 
baan 2. baan 8 
baan 3. baan 9 
baan 4. baan 10 
baan 5. baan 11 
baan 6. baan 12 
GEMIDDELDE ± STANDAARD AFWIJKING 
CELGETAL = GEMIDDELDE* FACTOR (8000) 
Analist 
Datum 
Telling preparaat 2 
baan 1. baan 7 
baan 2. baan 8 
baan 3. baan 9 
baan 4. baan 10 
baan 5. baan 11 
baan 6. baan 12 
GEMIDDELDE ± STANDAARD AFWIJKING 
CELGETAL = GEMIDDELDE* FACTOR (8000) 
baan 13 
baan 14 
baan 15 
baan 16 
baan 17 
baan 18 
baan 13 
baan 14 
baan 15 
baan 16 
baan 17 
baan 18 
CONCEPT 
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Bijlage 1 b bij RSV A0716 
Hoog monster: 
Analist 
Datum 
Telling preparaat 1 
baan 1. 
baan 2. 
baan 3. 
baan 4. 
baan 5. 
baan 6. 
GEMIDDELDE ±STANDAARD AFWIJKING 
CELGETAL =GEMIDDELDE* FACTOR (8000} 
Analist 
Datum 
Telling preparaat 2 
baan 1. 
baan 2. 
baan 3. 
baan 4. 
baan 5. 
baan 6. 
GEMIDDELDE ±STANDAARD AFWIJKING 
CELGETAL =GEMIDDELDE* FACTOR (8000} 
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GIEMSA KLEUlUNGEN VAN SOMrlTISCHE CEf.T.EN IN NIEI' GECONSERVEERDE 
MELK. 
B 
5 
1. Polymorfkernige ~ 
2. Lymfocyt 
3. Monocyt 
4 . Vetbollen 
5. Niet herkenbare cellen die tot 
epitheelcellen worden gerekend. 
6. Gedegenereerde celresten. 
c 
A 
• 
b 
OPNAMEN ~ SOMATI SCHE CEf,I.EN m NIET GECONSERVEERDE MELK . 
1 . Originele microscopische opname van somatische cellen. Het 
is een analoog beeld. 
Kleuring met Ethidium-bromide . 
. . 
2 . Originele microscopische opname van somatische cellen. 
Kleuring methyleen-blauw. De drie donkere objecten zijn 
cellen . De kleuring is slecht en de cellen z1jn vaak moeilijk 
te onderscheiden. 
OPNAH:C:N VAN SOMATISQG CEJ.T.EN IN NIET GECONSERVC:~.IE 1-ELK. 
3. Digitaal Zwart/wit beeld van een microscopische opname 
met 256 grijstinten. De cellen zijn helder, hebben een goed 
aangekleurde celkern en de grens tussen celkernmateriaal en 
omgeving is duidelijk. 
Zie voor vergelijk de opname met de geconserveerde melk foto 
6. 
4. Hetzelfde beeld na Kuwahari filtering . 
Het.object met de pijl verdwijnt na drempeling. Dit object is 
mat~g aangekleurd en is discutabel een cel of niet . 
OPNAMEN VAN SOMATISCHE CELLEN IN NIET GECONSERVEERDE MELK . 
5. Binair beeld na drempeling met een waarde van 150 
Het matig aangekleurde obj eet is na drempeling verdwenen. 
(zie foto 4) 
OPNAMEN VAN SOMATISCHE 
6. Digitaal Zwart/wit beeld van een microscopische opname 
met 256 grijstinten. 
Het verschil met de ongeconserveerde monsters is duidelijk te 
zien . De intensiteit is minder en een aantal cellen (met 
pijlen aangegeven} zijn slecht aangekleurd waardoor het 
twijfelachtig is of het cellen betreft. 
7. Hetzelfde beeld na Kuwahari filtering. 
In dit beeld zijn de objecten duidelijk minder intens dan de 
objecten in de ongeconserveerde melk (zie foto 4} 
Dit beeld wordt gedrempeld met een waarde van 60. Bij een 
hogere drempelwaarde wordt het celgetal veel te laag. 
OPNAMEN VAN SOMATI SCHE CELLEN IN GECONSERVEERDE MELK. 
8. Binair beeld na drempeling met een waarde van 60. 
Bij de engeconserveerde melk zijn de objecten groter en gesloten 
Bij de geconserveerde melk blijft van de objecten een kleiner 
onregelmatiger binair object over met losse fragmenten (zie 
pijlen). Dat is ook te zien aan de hoge standaardafwijking van de 
gemiddelde ~pixelwaarden (zie tabel 3) 
Zie voor vergelijk engeconserveerde melk foto 5 . 
